Artigo Original

Tumores neurais na cavidade oral: estudo imuno-histoquimico

Neural tumors in oral cavity: immuno-histokymic study

Anne Gabriele de Albuquerque
Nascimento

Bruna Luna de Aratijo

Ana Paula Veras Sobral.

ENDERECO PARA
CORRESPONDENCIA

Ana Paula Veras Sobral

Universidade de Pernambuco, FOP/UPE
Avenida General Newton Cavalcanti, 1650
— Camaragibe/PE - Brasil

CEP: 54753-220

E-mail: ana.sobral@upe.br

ISSN 1808-5210 (versao online)

RESUMO

Introdugdo: Os tumores neurais sio lesdes, que tém origem Nos Nervos
periféricos e representam um percentual de 45% dos neoplasmas, que
atingem a regiao de cabega e pescoco. A alta incidéncia nessa area ¢é
justificada pela quantidade relativamente grande de terminag¢oes nervosas
periféricas agrupadas. Ainda que sejam de mesma origem neural, sua
heterogeneidade microscopica e patogenética lhes conferem um variado
padrio de apresentacao clinica e histopatoldgica, diferindo na sua forma
de tratamento. O objetivo do presente estudo foi analisar, por meio da
técnica imuno-histoquimica, a expressao das proteinas S100 e CD68 em
tumores neurais, localizados na cavidade bucal de pacientes atendidos
no Servico de Patologia Bucal da Universidade de Odontologia de
Pernambuco. Metodologia: Todos os casos referentes a tumores neurais
do Servico de Patologia oral e maxilofacial da Faculdade de Odontologia
de Pernambuco foram revistos. Avaliaram-se dados relativos a idade, ao
sexo e alocalizagao anatomica. A técnica imunohistoquimica foi realizada
por meio do método estreptavidina-biotina, utilizando-se os anticorpos
anti: S100 ¢ CDG68. A anilise foi feita de forma descritiva, conforme
dados da pesquisa. Resultados: foram avaliados 23 casos de tumores
neurais da cavidade bucal, 15 neurofibromas, 6 neuromas traumaticos, 1
neurilemoma e 1 neuroma encapsulado em palicada. Verificou-se que a
proteina S100 foi expressa em todos os casos estudados com positividade
variada, e a proteina CD68 apresentou expressao positiva em 18 casos
(neuroma traumatico, neurofibroma). Conclusées: os tumores neurais
da cavidade bucal foram considerados raros, visto que ocorreram em
apenas 23 casos entre 5.761, ou seja, em 2,3% das lesoes biopsiadas da
FOP-UPE.

Palavras-chave: Tumores neurais; Proteina S100; Proteina CDGS.

ABSTRACT

Introduction: Neural tumors are lesions that originate from peripheral
nerves and represent a percentage of 45% of neoplasms that reach the
head and neck region. The high incidence in this area is explained by the
relatively large number of grouped peripheral nerve endings. Although
they are of the same neural origin, their microscopic and pathogenetic
heterogeneity give them a varied pattern of clinical and histopathological
presentation, as well as differing in their form of treatment. The aim of
the present study was to analyze by immunohistochemical technique
the expression of S100 and CDG68 proteins in neural tumors located in
the oral cavity of patients treated at the Oral Pathology Service of the
University of Dentistry of Pernambuco. Methodology: All cases referring
to neural tumors of the Service of Oral and Maxillofacial Pathology of the
School of Dentistry of Pernambuco were reviewed. Data regarding age,
sex, and anatomical location were evaluated. The immunohistochemical
technique was performed by the streptavidin-biotin method using the
anti-S100 and CD68 antibodies. The analysis was made in a descriptive way
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according to the research data. Results: 23 cases of
neural tumors of the buccal cavity, 15 neurofibromas,
6 traumatic neuromas, 1 neurilemoma and 1 palisade
encapsulated neuroma were evaluated. It was verified
that S100 protein was expressed in all the cases studied
with varied positivity, and the CD68 protein showed
positive expression in 18 cases (traumatic neuroma,
neurofibroma). Conclusions: Neural tumors of the
oral cavity were considered rare, since they occurred in
only 23 cases among 5,761, that s, 2.3% of FOP-UPE
biopsied lesions.

Keywords: Neural tumors; S100 protein; CD68
protein.

INTRODUCAO

Os tumores neurais sao lesdes, que tém ori-
gemOs tumores neurais sao lesoes, que tém origem
nos nervos periféricos e representam um percen-
tual de 45% dos neoplasmas, que atingem a regiao
de cabeca e pescogo. A alta incidéncia nessa area é
justificada pela quantidade relativamente grande de
terminagoes nervosas periféricas agrupadas. Ainda
que sejam de mesma origem neural, sua heteroge-
neidade microscopica e patogenética lhes conferem
um variado padriao de apresentacdo clinica e histo-
patolégica, diferindo na sua forma de tratamento'.

Esses tumores ocorrem tanto nos tecidos
moles como nos ossos da mandibula e maxila, e
se comportam como o aumento de volume super-
ficial indolor e suave nos tecidos moles da boca,
exibindo uma taxa de crescimento lenta e expansao
moderada das placas corticais®. Geralmente sao de
etiologia desconhecida, embora alguns estudos su-
giram que o tumor é frequentemente encontrado
em é4reas susceptiveis a trauma, como a lingua’.

Apesar de sua ocorréncia, as lesdes orais
sao consideradas raras, quando presentes acome-
tem a lingua (50% dos casos), palato duro, intrads-
seos e outras regides de cabega e pescogo.

As caracteristicas clinicas dos tumores neu-
rais variam muito em relagao a sintomatologia, uma
vez que os pacientes podem relatar dor, parestesia,
sensibilidade a palpagao e até mesmo lesdes assin-
tomaticas®.

As variantes histopatoldgicas mais frequen-
tes encontradas em boca, dos tumores neurais, sao:
neurofibroma, neurilemoma, neuroma traumatico,
neuroma parciniano, neuroma encapsulado em
palicada (Neuroma circunscrito solitario) e tumor
maligno da bainha do netrvo periférico’.

Ao final do primeiro semestre do ano de
2016, a OMS divulgou formalmente a nova Clas-
sificacio dos Tumores Cerebrais, inicialmente na
conceituada revista Acta Neuropathologica e, em
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seguida, com o lancamento do livro editado pela
OMS em parceria com a IARC (International
Agency for Research on Cancer, Lyon, Franca). Foi
também amplamente divulgado que, desde 2014,
foram lancgadas as bases para a nova classificagao,
que propde um diagnoéstico integrado, histologico
e molecular, considerando que algumas alteragoes
moleculares podem ser demonstradas com méto-
dos imuno-histoquimicos®.

Alguns marcadores imuno-histoquimicos
podem ser utilizados para o estudo dos tumores
da bainha de nervo periférico, como: CD34 que
identifica fibroblastos endoneurais na periferia dos
tumores, antigeno epitelial de membrana (EMA), e
S-100, que é um marcador neuroectodérmico iso-
lado do sistema nervoso’.

A proteina S-100 é uma proteina acida li-
gada ao calcio, descrita inicialmente como uma
proteina especifica do tecido neural. A sua deno-
minac¢ao deriva do fato de ela ser soluvel numa so-
lugao de sulfato de amoénia a 100% em pH neutro.
Posteriormente foi desctrita em outras células nio
neurais, como condrocitos, adipéeitos, melandci-
tos, musculo cardfaco esquelético, células epiteliais
e células glandulares®.

As proteinas S100 tém sua atividade rela-
cionada com uma variedade de fun¢des intracelu-
lares e extracelulares. Esta envolvida na regulagao
da fosforilacio de proteinas, fatores de transcri-
¢ao, homeostase do calcio, dinamica dos compo-
nentes do citoesqueleto, atividades enzimaticas,
crescimento e diferenciagdo celular e na resposta
inflamatoéria, podendo mediar a inflamagao e atuar
como agentes antimicrobianos.

O antigeno CD68 esta localizado no lisos-
somo e fagossomo de macréfagos e mondcitos
humanos, e os anticorpos que reagem com eles
téem sido amplamente utilizados para identificar os
macréfagos, os mondcitos e as células de Lan-
gerhans nos tecidos humanos.

Por meio da técnica imunohistoquimica,
objetivou-se avaliar a reatividade para marcadores
de células neurais, utilizando-se a protefna S-100,
bem como a presenga de macréfagos por meio da
expressao do CD68 em tumores neurais, que aco-
metem a cavidade bucal, diagnosticados no labo-
ratério de Patologia oral e maxilofacial da FOP/
UPE.

METODOLOGIA
SELECAO DA AMOSTRA

Foram selecionados todos os casos de
tumores neurais registradas no perfodo de 20
anos (janeiro de 1997 a dezembro de 2017), no
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Laboratério de Patologia Oral e Maxilofacial da
Faculdade de Odontologia de Pernambuco FOP/
UPE. As lesdes ja haviam sido diagnosticadas
pelo exame histopatologico, e foram avaliados os
dados demograficos referentes a idade, ao sexo, a
raca e a localizacdo anatomica da lesao. A analise
morfolégica dos tumores baseou-se na classificagao
de tumores neurais da OMS de 2016.

TEcNicA IMUNO-HISTOQUIMICA

As amostras incluidas em parafina foram
cortadas em 3um, desparafinizadas em Xilol
e reidratadas em etanol, submetidas a técnica
imuno-histoquimica ap6s bloqueio da peroxidase
endbgena, por meio do método da estreptavidina-
biotina peroxidase, otimizado pelo sistema de
amplificagago LSAB  (Labeled Strept Avidin
Biotin for mouse primary antibodie - DAKO),
utilizando-se os anticorpos monoclonais anti-S100
e anti-CD68 submetidos a recuperagao de
antigénico, sendo revelado pela diaminobenzidina
(3,3-diaminobenzidina; Sigma Chemical CO, St
Louis, MO USA). O controle negativo consistiu de
secgdes em que o anticorpo primario foi omitido
e substituido por meio de IgG1l de murino nio
imune (X 0931; Dako) ou 1% de BSA-PBS.

AVALIAGAO IMUNO-HISTOQUIMICA

A imunomarcag¢ao foi analisada a microscopia
de luz, considerando-se os seguintes aspectos: o
tipo de célula imunopositiva, a localizacao celular
(membrana ou citoplasma), a distribui¢ao tecidual
(focal ou difusa). O padrio de imunoexpressao
foi classificado quanto a presenga (+) ou
auséncia (-) e, quantitativamente para cada caso,
foi atribuido um escore de imunomarcacio
quanto ao percentual de células positivas: escore
0 — nenhuma célula positiva, escore 7- 1-49% das
células positivas; escore 2- > 50% células positivas.

ANALISE DESCRITIVA

Realizou-se uma anilise descritiva dos
dados obtidos na pesquisa, utilizando as variaveis:
faixa etaria, sexo, grada¢ao histolégica, tumores
neurais e as proteinas s100 e cd68.

RESULTADOS

Foram pesquisados um total de 5.761 tu-
mores registrados no laboratério de Patologia
Bucal da Universidade de Odontologia de Per-
nambuco FOP/UPE, em um petiodo de 20 anos.
Deste total, 23 (2,3%) foram tumores de origem
neural, sendo 15 casos de neurofibroma (65%), 6
de neurilemoma (26%), 1 caso de neuroma trauma-
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tico (4.5%) e 1 de PEN (4.5%). O sexo masculino
foi mais frequente em 61% dos casos, entretanto
o sexo feminino foi mais frequente nos casos de
Neurofibroma (4 casos-27%). Em relacao a idade
dos pacientes, houve mais prevaléncia entre as dé-
cadas de 11 a 20 e 41 a 50 anos. No que diz respeito
a localizagdao anatomica, o labio superior foi a re-
gido mais comum (22%), seguido da mucosa jugal
(17%).

Nos casos de Neurofibroma (15 casos),
apresentaram-se células fusiformes que, geralmen-
te, exibem nucleo ondulado. Essas células se en-
contram associadas a delicados feixes entrelacados
de colagenos e a quantidades variadas de matriz
mixoide. (Figura 1A). Os casos de Neuroma Trau-
matico (6 casos) apresentavam proliferacao alea-
toria de feixes nervosos maduros, mielinizados e
nao mielinizados dentro de um estroma de tecido
conjuntivo fibroso, células fusiformes e infiltrado
inflamatoério (Figura 1B). O caso de Neurilemoma
demonstra dois padroes microscopicos em quan-
tidades variaveis: (1) Antoni Ae (2) Antoni B. O
padrao Antoni A caracterizado por fasciculos para-
lelos de células de Schwann (Figura 1C). Essas cé-
lulas formam arranjo em palicada ao redor de area
acelular eosinofilica central, corpos de Verocay. O
padrio Antoni B é menos celular e menos organi-
zado, e as células fusiformes sio arranjadas aleato-
riamente, dentro de um estroma frouxo ¢ mixoma-
toso. O caso de PEN se apresenta bem circunscrito
e encapsulado, embora incompleto, especialmente
ao longo da porcao superficial da lesio. Consiste
em fasciculos entrelacados, moderadamente celu-
larizados por células fusiformes, compativeis com
as células de Schwann. O nucleo é ondulado e pon-
tiagudo, sem nenhum pleomorfismo ou atividade
mitotica.

Figura 1A - Analise morfolégica do Neurofibroma.
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Figura 1B - Andlise morfolégica do Neuroma Traumaético.

Figura 1C - Analise morfolégica do Neurilemoma.

Todos foram positivos para a proteina S100.
Nos casos de neurofibroma, 15 foram positivos
para proteina S100; destes, observamos em 11
casos escore 1 e, em 4 casos, escore 2 (Figura 1D).

Figura 1D - Neurofibroma em proteina S100.

Por outro lado, no Neuroma traumatico,
houve 1 caso escore 2, nenhum escore 0 e 5 escore
1. O Neurilemoma teve 1 caso de escore 2, e ne-
nhum de escore 0 e 1. O PEN nio teve nenhum
caso de escore 2 e 1 caso de escore 1, representando
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marcagao intensa. Dos 23 casos de tumores neu-
rais estudados, 18 foram positivos para a proteina
CD68. 5 apresentaram escore 1; 1 caso de neurofi-
broma de escore 2 e 11 casos, escore 0 (Tabela 1).

Tabela 1 - Escore de positividade para as proteinas
dos casos estudados.

S100 Escore CD68 Escore
Neurofibroma 15 0 1 2 o 1 2
Neurilemoma 1 1 4 6 5 1
Neuroma Traumatico 6 5 1 1 1
PEN 1 1T 1

DISCUSSAO

Os diagnoésticos de tumores neurais sao
extremamente dificeis, e isso justifica o fato de este
trabalho ter descrito, mediante a técnica imuno-
histoquimica, a expressio das proteinas S100 e
CD068 em tumores neurais localizados na cavidade
bucal, a fim de chamar a aten¢ao dos clinicos para
um correto diagnodstico.

Apesar de incomum, a ocorréncia desses
tumores geralmente atinge locais como a lingua e
o palato duro. A histéria do paciente e o exame
clinico sdo essenciais para o diagnoéstico dessas
lesbes. Apesar de as caracteristicas de imagem dos
tumores neurais nao ter nenhumachado importante,
podemos langar mao da radiologia para garantir a
exclusio de outras hipoteses diagnodsticas.

A literatura disponivel mostra que a
manifestacao de tumores neurais em boca continua
sendo rara. O presente estudo confirma essa
informagao, pois ocorreram, em apenas 23 casos
de 5.761, lesdes diagnosticadas no Laboratério
de Patologia Bucal da FOP/UPE, representando
2,3% de todas as lesoes.

Dentre os tumores achados, o neuroma
traumatico foi encontrado com maior frequéncia
na lingua, nos labios e na mandibula, afetando
criangas e adultos, apresentando variacao de 6 a
42 anos, o que esta de acordo com Silva et al’. A
preponderancia do sexo feminino foi observada
neste estudo, relatada também pelos mesmos
autores acima citados.

No neurofibroma, os locais mais comuns
encontrados por Marocchio et al'’. foram a
lingua, o palato, a mucosa jugal e o assoalho da
boca. Em contraste, o sitio principal observado
por Friedrich & Reul" foi a regido posterior da
mandibula, enquanto LQBAL et al" relataram um
raro caso de neurofibroma intraésseo. No presente
estudo, a mandibula, a maxila, o palato e a lingua
foram as regides mais frequentemente envolvidas.
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Observou-se que o neurofibroma afetou criangas
e adultos (9 a 65 anos de idade), com prevaléncia
do sexo feminino, o que esta de acordo com os
trabalhos de Bjapai et al.”.

A localizagdo  anatémica  para O
neurilemoma mais frequente foi o assoalho bucal, e
isso corrobora os estudos de Shime & Myoung'*. O
neurilemoma ocorreu em uma mulher de 19 anos,
o que esta de acordo com as pesquisas de Célc et
al.15, que relatam surgirem a maioria dos tumores
entre 10 e 40 anos.

Houve uma ocorréncia exclusiva de
um caso de PEN em mulher com a idade de 66
anos. Autores relataram que essa entidade pode
se desenvolver em qualquer lugar da face de
adultos, mais frequentemente na 5% na 6* e na 7*
década de vida, afetando igualmente ambos os
sexos. Também foi relatado que o PEN raramente
aparece na cavidade bucal e, quando diagnosticado,
ocorre mais frequentemente no palato e na maxila,
em contraste com a presente pesquisa na qual foi
encontrado no labio infetior.

No presente estudo, a proteina S100 foi
utilizada na identificacio das células de Schwann,
por representar um marcador facil, que auxilia
significativamente o processo de diagnoéstico. A
origem neural de todas as lesdes do presente estudo
foi confirmada pelos ensaios imuno-histoquimicos
para protefna S100, uma vez que todas as lesGes
foram positivas para essa proteina.

Em 100% dos casos de neuromas
traumaticos, as células de Schwann no interior dos
fasciculos nervosos foram imunorreativas para
S100. A marcagdo positiva também foi encontrada
em 100% dos casos de neurofibromas, taxa
semelhante a encontrada nas pesquisas de Hirose
et al®. No presente estudo, o caso de neurilemoma
também foi positivo para a proteina S100, dado esse
anteriormente relatado por Hirose et al”. O caso
de PEN revelou positividade, o que é compativel
com diversos autores, que registram, na maioria de
seus estudos, ter havido 100% dos casos positivos
para a proteina S100.

O antigeno CDG68 foi utilizado para
identificar ~ processo  inflamatério  cronico
nos tumotres neurais, tendo 48% da amostra
apresentado expressao imuno-histoquimica para
a proteina CDG68. Expressao imuno-histoquimica
também foi relatada em outros tumores de origem
nio inflamatéria, como nos estudos de Filho et
al.'%, nos quais foi demonstrada a expressio imuno-
histoquimica da proteina CD68 em Fibroma
Odontogénico.

O trabalho confirma que a proteina
S100 é um marcador para células de Schwann,
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considerado um auxiliar importante no diagnéstico
dos tumores neurais. Novas pesquisas em relacdo a
proteina CD68 devem ser realizadas para o melhor
entendimento do papel dessas células em tumores
neurais.

CONCLUSAO

Devido a raridade das manifestacées dos
tumores neurais em boca, varios métodos sio utili-
zados em conjunto para facilitar o seu diagnoéstico:
exame clinico, radiografico e histopatolégico. No
presente estudo, demonstramos a importancia das
proteinas S-100 e CD68 no diagnéstico de tumores
neurais com manifestacoes em cavidade oral, em-
bora o limite deste estudo seja o pequeno nimero
de casos apresentados devido a raridade. Nossos
achados demonstram que um diagnéstico cuidado-
so e bem estudado implica positivamente o decor-
rer do tratamento escolhido para tais tumores, pre-
servando, assim, uma boa qualidade de vida para o
paciente.
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